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Efeito da suplementacao com mananoligossacarideo sobre
parametros clinicos e ganho de peso vivo de bezerras

Effect of supplementation with mannanoligosaccharide on clinical

parameters and body weight gain of calves
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Resumo

Mundialmente ha uma tendéncia de restricdo aos antibidticos na produgdo animal, e cada vez mais as
pesquisas se concentram na busca por alternativas, como € o caso do uso de probiodticos e prebidticos na
alimentac@o animal. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do prebiotico mananoligossacarideo
(MOS) sobre o perfil metabolico, resposta imune, incidéncia de diarreia e ganho de peso de bezerras da
raga Holandesa. Foram utilizadas 32 bezerras, divididas em dois grupos: Grupo mananoligossacarideo
(GMOS, n=16) e Grupo Controle (GC, n=16). O MOS foi administrado no leite em quantidade de 5g/
animal, uma vez ao dia, de 15 + 7 até 43 = 7 dias de idade, totalizando 28 dias de suplementacdo. Coletas
de sangue para determinagdo do perfil metabodlico, hemograma e niveis de anticorpos contra Salmonella
typhimurium, pesagens corporais e avaliagdo da ocorréncia de diarreia foram realizadas a cada 7 dias.
Nao houve efeito da suplementagdo com MOS sobre as varidveis analisadas. A partir destes resultados,
concluimos que a suplementagao com MOS néo influenciou parametros clinicos e zootécnicos de bezerras
da raga Holandesa.

Palavras-chave: Bezerro, mananoligossacarideo, diarréia, calcio

Abstract

Worlwide there is a trend toward limiting the use of antibiotic in animal production, and more researches
are focused on the search for alternatives, such as the use of probiotics and prebiotics in feed. The aim
of this study was to evaluate the effect of mannanoligosaccharide (MOS) on the metabolic profile,
immune activity, incidence of diarrhea and weight gain in Holstein-Friesian calves. Thirty two females
calves were divided into two groups; mannanoligosaccharide Group (MOSG, n=16) and Control Group
(Control G, n=16). MOS was administered into the milk (5g/animal), once a day, from 15 + 7 to 43 +
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7 days of age, totaling 28 days of supplementation. Blood were collected to determine the metabolic
profile, hemogram and concentration of antibodies against Salmonella typhimurium. Body weight and
occurrence of diarrhea was evaluated every 7 days. No effects of MOS were detected on the evaluated
variables. In conclusion, the results showed that the mannanoligosaccharide did not alter the clinical
and zootechnical parameters in Holstein-Friesian calves.

Key words: Calf, mannanoligosaccharide, diarrhea, calcium

Introducao

Antimicrobianos em doses sub-terap&uticas
sdo utilizados na racdo animal, tanto como
promotores de crescimento quanto para
controlar doencas (BUTAYE; DEVRIESE;
HAESEBROUCK, 2003). Apesar dos efeitos
benéficos do uso de antibidticos na produgao
animal, estes podem deixar residuos nos produtos
de origem animal. Por esse motivo alguns paises
tém restringido a entrada de produtos obtidos de
animais que foram alimentados com antibioticos.
Além disso, existe uma tendéncia mundial pela
escolha de alimentos com menores riscos a saude,
ja que o uso prolongado de antibidticos pode
induzir ao aumento de populacdes bacterianas
resistentes, causando riscos significativos a
saude animal e humana (RUSSEL; HOULIHAN,
2003). Neste ambito, o uso de alternativas aos
antibioticos na alimentacdo animal, como os
probidticos e prebidticos se torna cada vez mais
interessante.

Os prebiodticos sdo ingredientes alimentares
ndo digeriveis que estimulam seletivamente
o crescimento e/ou atividade de uma ou um
numero limitado de espécies bacterianas no
colon (GIBSON; ROBERFROID, 1995; SILVA;
NORNBERG, 2003). Este efeito pode ser
benéfico na prevengdo de casos de diarreia,
visto que estudos sugerem um importante
papel da microflora intestinal na resisténcia as
doencas entéricas, seja por infecg¢ao viral ou por
colonizagdo de bactérias patogénicas no trato
gastrointestinal (SHERWOOD; GORBACH,
2000, ASAHARA et al., 2004). Além disso,
alguns prebidticos modulam a resposta imune,

aumentando os niveis séricos (WHITE et al.,

2002) e intestinais (HOSONO et al., 2003)
de imunoglobulinas em resposta a patogenos,
podendo auxiliar na preveng¢do de quadros de
diarreia.

A diarreia resulta em ma absorc¢do intestinal
de nutrientes, levando a queda na taxa de
crescimento. Em quadros graves, a ma absor¢do
intestinal pode se manter por longos periodos,
podendo ocasionar lesdes irreversiveis, reduzindo
a conversdo alimentar e ocasionando baixo
desempenho durante toda a sua vida produtiva
(BOUDA; MEDINA; QUIROZ-ROCHA, 2000).
Na tentativa de reduzir estes efeitos deletérios da
diarreia sobre o desempenho, o uso de prebioticos
como o mananoligossacarideo (MOS) vem
sendo bastante estudado, principalmente na
espécie suina (MIGUEL; RODRIGUEZ-ZAS;
PETTIGREW, 2004),
benéficos sobre a incidéncia de diarreia e o

apresentando  efeitos
desempenho zootécnico. Entre seus mecanismos
de acdo conhecidos estdao a adsor¢ao de bactérias
patogénicas, diminuindo a aderéncia bacteriana
a mucosa intestinal (FINUCANE; SPRING;
NEWMAN, 1999), bem como a sua ligacdo a
sitios receptores em macrofagos, através do
reconhecimento de determinados agucares,
desencadeando uma reacdo em cascata que
resultaria em ativacdo de macréfagos e liberagao
de citocinas, além de induzir o aumento da
sintese de imunoglobulinas (MACFARLANE;
CUMMINGS,

estudos realizados em bezerros.

1999). Ainda sdo poucos os

Pode-se supor que a suplementacdo com MOS
auxilie no equilibrio da microflora intestinal
de bezerros, bem como no estabelecimento de
uma resposta imune efetiva contra patdgenos
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entéricos, prevenindo quadros de diarreia e suas
conseqiiéncias metabolicas. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do prebidtico MOS
sobre o perfil metabolico, a resposta imune,
a incidéncia de diarreia e o ganho de peso de
bezerras da raga Holandesa.

Material e Métodos

O experimento foi realizado em uma
propriedade leiteira, na cidade de Rio Grande/RS.
Foram utilizadas 32 bezerras da raga Holandesa,
com peso médio de 53,75 kg, e idade média de

15 £+ 7 dias.

Animais e grupos experimentais

Os animais permaneceram em piquete de

campo nativo, manejados individualmente
através do sistema de estacas, recebendo entorno
de 20 litros de agua, 4 litros de leite/dia e até 1 kg
de concentrado/dia (19% de proteina bruta, 13%
de umidade, 2,5% de extrato etéreo, 12% de fibra
bruta, 1,5% de céalcio e 0,4% de fosforo) (NRC,

2001).

Os animais foram divididos uniformemente,
por idade e peso corporal, em dois grupos: Grupo
MOS (GMOS) e Grupo Controle (GC), cada
um contendo 16 animais. O MOS (Bio-Mos® -
Alltech Inc., Estados Unidos) foi administrado
no leite das bezerras do GMOS, em quantidade
de S5g/animal, uma vez ao dia, por um periodo de
28 dias (de 15 + 7 a 43 = 7 dias de idade).

Coleta de dados de desempenho e avaliagoes
clinicas

Os animais foram avaliados a cada 7 dias
quanto ao ganho de peso, com o uso de fitas para
torax (BRUSTOLIN et al., 2005), perfazendo
um total de 6 avaliagdes, ou seja, a ultima
pesagem foi realizada 7 dias apos o término da
suplementacdo com MOS.

A condigdo clinica das bezerras foi avaliada a
cada 7 dias durante o periodo de suplementagao,
através de exame clinico geral. A presenca de
alteragdes nas caracteristicas das fezes e atitude
dos animais foi avaliada diariamente, sendo
registradas eventuais alteragdes.

Coletas de sangue e analises bioquimicas

Foram realizadas coletas de sangue por
puncdo da veia jugular, a cada 7 dias, num total
de 5 coletas, para obtencdo de amostras de soro,
plasma (EDTA 10%) e plasma com antiglicolitico
(EDTA 10% e Fluoreto de Potassio 12%), para
realizacdo das analises metabdlicas. As amostras
de sangue foram centrifugadas a 3500g durante
10 minutos, para obten¢do de soro ou plasma,
e congeladas a -18°C. Ainda, foram feitas trés
coletas de sangue, utilizando como anticoagulante
EDTA 10%, para avaliagdo do perfil leucocitario,
nos dias zero, 14 e 28 do experimento.

Para determinagdo do perfil metabdlico
foram analisados os niveis de glicose, colesterol,
ureia, albumina, calcio e fosforo, utilizando
fotocolorimetria, com espectrofotdmetro de luz
visivel (FEMTO 435®, Brasil). Para avaliagdo
dos niveis de glicose foi utilizado plasma
resfriado com antiglicolitico utilizando o método
da glicose oxidase (Glicose PAP Liquiform —
Labtest Diagnostica S.A., Brasil). Para andlise da
ureia foi utilizado o método da urease (Uréia CE —
Labtest Diagnostica S.A., Brasil). O nivel sérico
de albumina foi determinado através do método
do verde de bromocresol (Albumina — Labtest
Diagnostica S.A., Brasil), nas amostras de soro
resfriado. O colesterol foi avaliado em amostras
de soro conservado por congelacdo, utilizando o
método de colesterol esterase oxidase (Colesterol
Liquiform — Labtest Diagnostica S.A., Brasil).
Os niveis de calcio (Calcio Liquiform — Labtest
Diagnostica S.A., Brasil) e de fosforo (Fosforo
— Labtest Diagnostica S.A., Brasil) foram
determinados em amostras de soro conservado
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por congelagao.

Imunizagdo e analises imunologicas

Todos os animais foram imunizados por
via intramuscular, com 3 mL de uma vacina
(Paraven® - Vencofarma, Brasil) composta
pelos microrganismos Salmonella typhimurium,
Salmonella Dublin, Pasteurella multocida A ¢ D
inativados, Escherichia coli antigenos K88, K99,
987P, F41 e tox6ide de Clostridium perfringens
tipo B, nos dias 7 e 21 do experimento. Os
anticorpos contra Salmonella typhimurium foram
detectados pela técnica de ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay), seguindo os
protocolos padrdes para a realizacdo do teste,
conforme Crowther, 2001. Para sensibilizacdo da
placa utilizou-se 50 pL de suspensdo contendo
Salmonella typhimurium diluida em tampao
carbonato-bicarbonato (pH 9,6), permanecendo
por 18 horas a 4°C. Apos as placas foram lavadas
trés vezes com tampao fosfato (pH 7,6), contendo
Tween 20 a 0,5% (PBS-T, pH 7,6). Os soros
foram diluidos (1/100) em PBS-T, adicionado
50 pL de cada diluigdo por cavidade (em
duplicata) e incubadas por 90 minutos a 37°C.
Em seguida, as placas foram novamente lavadas
trés vezes com PBS-T e apos o adicionado 50
pL do conjugado (diluido 1/4000 em PBS-T de
imunoglobulina de coelho anti-bovina conjugada
a peroxidase) e incubadas por 90 minutos a 37°C.
Apos, as placas foram lavadas cinco vezes com
PBS-T e, logo depois, foi adicionado 50 pL de
substrato/cromoégeno  Ortho-Phenylenediamine
(OPD, Sigma, Brasil), deixando reagir por 15
minutos no escuro, em temperatura ambiente.
As absorbancias foram medidas em um leitor
de microplacas (MR 700 Microplate Reader,
Dynatech Laboratories, Estados Unidos) a 450
nm. As absorbincias de cada amostra foram
divididas pela absorbancia do soro da coleta
1 (dia zero) do mesmo animal, e os resultados

EXPpressos como soroconversao.

Coletas e analises coprologicas

Foram realizadas 4 coletas de fezes no
do

bacteriologica. Apds a coleta as amostras foram

decorrer experimento para avaliacdo
refrigeradas e posteriormente processadas. Foi
realizada a titulacdo de microrganismos, através
de contagem em meio solido (Agar MacConkey,
Acumedia, Neogen do Brasil, Brasil), por
semeadura em superficie, tendo como unidade
de medida o numero de unidades formadoras de

colonia por grama de fezes (UFC)/g.

Andlise estatistica

Os resultados obtidos neste estudo foram
analisados através do programa SAS® (1986),
utilizando a analise de variancia para medidas
repetidas, com comparacdo entre médias de
acordo com o Teste de Tukey HSD (P<0,05),
para os parametros zootécnicos (ganho de peso),
clinicos (perfil leucocitario, niveis de anticorpos
e analises coprologicas) e metabdlicos (niveis
séricos de glicose, colesterol, uréia, albumina,
calcio e fosforo). A varidvel categodrica presenga
ou auséncia de diarreia, bem como o efeito
dos grupos, das coletas e suas interagdes, foi
analisada por regressdo logistica. Ainda, foram
comparados os niveis de marcadores metabolicos
em bezerras com ou sem diarreia, através de
Fatorial ANOVA.

Resultados

Os animais do GMOS apresentaram ganho de
peso médio diario (GMD) de 695g/dia e os do
GC de 574g/dia (P>0,05), durante um periodo de
35 dias, sendo o ganho de peso no decorrer do
experimento apresentado na Figura 1.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 32, n. 4, p. 1547-1556, out./dez. 2011



Efeito da suplementagdo com mananoligossacarideo sobre pardmetros clinicos e ganho de peso vivo de bezerras

Figura 1. Peso corporal médio de bezerras suplementadas ou ndo com mananoligossacarideo (MOS).
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Nao houve efeito da suplementagdo com
MOS sobre a incidéncia de diarreia (P=0,29;
Figura 2), bem como sobre os parametros
(Tabela 1).
quando comparados animais sadios e animais

metabdlicos analisados Porém,

com diarreia, dentro de um mesmo grupo, foi

observado niveis séricos significativamente
inferiores (P=0,002) de calcio nos animais
com diarreia (Figura 3). Os demais metabdlitos
ndo foram influenciados pela diarreia ou pela

suplementagdo com MOS (P>0,05).

Figura 2. Incidéncia de diarreia (n) em bezerras submetidas ou ndo a suplementagdo com

mananoligossacarideo (MOS).
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Tabela 1. Niveis séricos de marcadores metabolicos (média + erro padrdo da média) de bezerras
suplementadas ou ndo com mananoligossacarideo (MOS).

Parametros MOS (= EPM) Controle (£ EPM) Valor de P
Grupo Coleta Grupo*Coleta

Glicose (mg/dL) 77,09 (2,84) 75,50 (2,75) 0,94 0,006 0,70
Colesterol (mg/dL) 85,99 (2,92) 85,59 (2,83) 0,92 <0,001 0,64
Albumina (g/dL) 3,01 (0,04) 3,00 (0,04) 0,88 <0,001 0,89
Uréia (mg/dL) 49,79 (0,92) 47,47 (0,89) 0,07 <0,001 0,44
Calcio (mg/dL) 10,85 (0,11) 10,72 (0,11) 0,39 <0,001 0,93
Fosforo (mg/dL) 7,43 (0,16) 7,83 (0,15) 0,08 <0,001 0,62
Magnésio (mg/dL) 2,13 (0,05) 2,05 (0,04) 0,20 <0,001 0,98

Figura 3. Niveis séricos de calcio (+ erro padrao da média) em bezerras suplementadas ou ndo com
mananoligossacarideo (MOS), acometidas ou ndo de diarreia.
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A suplementagdo com MOS ndo alterou suplementagao.
os niveis de anticorpos contra Salmonella
typhimurium (P>0,05; Figura 4). Da mesma
forma, o MOS n@o influenciou o perfil
leucocitario (Tabela 2) durante o periodo de

Na avaliagdo bacteriologica das fezes ndo
houve diferenca entre grupos (p>0,05), quanto
ao numero de UFC/g (Figura 5).
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Figura 4. Niveis séricos de anticorpos contra Sal/monella typhimurium em bezerras submetidas ou ndo a

suplementacdo com mananoligossacarideo (MOS).
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Tabela 2. Perfil leucocitario (+ erro padrio da média) de bezerras suplementadas ou ndao com

mananoligossacarideo (MOS).

Parametros MOS (= EPM) Controle (+ EPM) Valor de P

Grupo Coleta Grupo*Coleta
Neutrdfilos (/uL) 3022,2 (205,8) 2922,0 (221,1) 0,74 0,39 0,07
Linfocitos (/uL) 4634,2 (260,8) 4468,8 (280,1) 0,67 0,001 0,47
Leucocitos totais (/uL) 8223,1 (347,4) 7980,6 (373,2) 0,64  <0,001 0,58

Discussao

Quanto ao GMD nao houve diferenga entre
grupos, porém animais suplementados com MOS
tiveram um incremento de 17,4% no ganho de
peso durante o periodo avaliado, sendo superior
ao resultado obtido por Sandi e Muhlbach (2001),
0s quais obtiveram um aumento de 13,9% no
GMD em bezerros machos da raga Holandesa,
suplementados com MOS do nascimento aos 56
dias de idade.

Os resultados obtidos relacionados ao perfil
metabdlico demonstram que o metabolismo
energético e protéico destes animais nao foi

influenciado pela suplementagdo com MOS.
Porém, quando categorizadas as bezerras com
ou sem diarreia, foi observada variacdo no
metabolismo mineral, determinada pelos niveis
de calcio.

A diminui¢do nos niveis séricos de calcio
provavelmente reflete um comprometimento
na absorcdo intestinal deste mineral, causada
pelo quadro de diarreia, concordando com os
resultados obtidos por Santos et al. (2002), os
quais observaram redu¢do nos niveis de calcio
ap6s infeccdo experimental de bezerros com

Salmonella sp.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 32, n. 4, p. 1547-1556, out./dez. 2011
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Figura 5. Titulagdo de bactérias, através de contagem em meio so6lido, de bezerras submetidas ou ndo a

suplementagdo com mananoligossacarideo (MOS).
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A incidéncia de diarreia variou de 14,0 a 34,3%
no periodo avaliado, sendo superior ao observado
por Bartels et al. (2010), o qual encontrou uma
variagdo entre 15,5 e 23,2% em 108 rebanhos
leiteiros avaliados. Um dos fatores que podem
ter influenciado para a alta incidéncia de diarreia
pode ter sido a elevada precipitagdo pluviométrica
ocorrida no periodo experimental (precipitacdao
total de 180 mL, com média historica de 146
mL, segundo o Centro de Pesquisas e Previsdes
Meteoroldgicas da UFPel), o que, aliado ao inverno
rigoroso desta regido, e o fato das bezerras serem
criadas em sistema de estacas, provavelmente levou
ao aumento dos casos de diarreia.

Nao houve efeito do MOS sobre os niveis
de anticorpos especificos
typhimurium, do
provavelmente devido ao curto periodo experimental
para obtenc¢do de um efeito mais significativo do
MOS sobre a resposta imune.

contra Salmonella

a partir estimulo vacinal,

Ainda, os prebidticos atuam sobre a microbiota
intestinal, competindo com bactérias patogénicas
e promovendo o crescimento das populagdes de

bactérias benéficas como as Bifidobacterium e
os Lactobacillus (SILVA; NORNBERG, 2003),
as quais sdao conhecidas pela capacidade de
produzirem os acidos lactico e acético. A maior
producdo destes acidos promove a diminui¢do do
pH no sistema digestivo, o que provoca inibi¢ao
no desenvolvimento das populagdes de bactérias
nocivas, como Escherichia coli, Clostridium
sp. ¢ Salmonella sp., as quais apresentam alta
sensibilidade a ambientes acidos (MATHEW et
al., 1996). Porém, como neste estudo foi avaliada
somente a contagem bacteriana total nas fezes,
nao foi possivel determinar o efeito do MOS sobre
a populacdo de bactérias patogénicas, sendo que
sobre a contagem bacteriana total ndo houve efeito
do MOS.

Conclusao

Concluimos que a suplementacdo de bezerras
com MOS ndo apresentou efeito sobre o ganho de
peso, incidéncia de diarreia, perfil metabolico ou
resposta imune de bezerras da raga Holandesa.
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